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^ (57) Abstract: The invention relates to an HIV envelope glycoprotein in a purified form which can be obtained using a method 
comprising the following steps: (1) obtaining an envelope glycoprotein in a purified form; (2) reducing at least one disulphide bond 
0 of the protein Irom step (1); (3) alkylating at least two free sulfiiydryl groups; (4) optionally, oxidizing the remaining sulftivdrvl 
£| group; (5) denaturing and (6) renaturing. The invention also relates to the use of the inventive modified HIV envelope clvcoprotein 
r- in a vaccine against HIV which can be used to induce HIV- neutralising antibodies in a human subject for therapeut 
^■Q purposes. ■ 



Jlic or prophylactic 



0 (57) Abrege: La prescnte invention a pour objet une glycoproteine d'enveloppe du VIH sous forme purifiee susceptible d'etre obte- 
nue par un procede comprenant les etapes suivants: ( 1 ) obtention d'une glycoproteine d enveloppe sous forme purifiee (2) reduction 
yj d au moms un pont disuliure de la protcinc de 1 etape (1 ), (3) alkylation d'au moins deux groupes sulfiiydrvls libres (4 ) even.uclle- 
^ Xy r T gr °T S S " ,ftiydr >' ls libres reslan,s ' < 5 > denaturation et (6) renaturation et son utilisation dans un vaccin conire 

^ le VIH utilisable pour induire des anticorps neutralisants le VIH chez un sujet humain a titre thcrapcutique ou prophvlactique 
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Glycoprotein d'enveloppe du Vffi modifiee chimiquement 

La presente invention a pour objet un nouvel antigene et son utilisation dans un 
vacc, con*e ,e Vm et concerne p,us particuK™ une glycoproteine d'enveloppe du 
VIH ^oddiee ch lmiquem ent capable d'induire des anticorps neutralisant ,es iso.ats 
pnmaires du VM. ">oiats 

Ces travaux ont ele co-finances par I'ANRS. 

Au oours das dix demieres anneas plusieurs vaccin, oo nt re le VIH om ete 
propose e, ttis ^ „ singe ou chez ^ ^ ^ 4 ^ 

a apporte de sohnton ,o,a,eme„, satisfaisame. Les obs.ac.es majeurs que son, la grande 
vanab„,«e g e„e,i q ue du virus (Sara g os,i S., ,997, Wologie, i : 3,3-320) e, ,a faib,e 
exposition au system irunrunhaire d'epitopes viraux suscep.ib.es d'ftre neutrals 
fretnen, considerable* Proration d -„„ vacoiu permefant l'induction * d'une 
immunite neutralisante. 

La g,yco P ro,eine d'envCoppe du VIH oui est reouise pour conferer au virus so „ 
caracrere .ufectieux represent la cib,e des anricorps „eu,ra,isan,s. Ces carac,e ri s< iq „es 
on, fa,, de ce«,e derniere u„ suje, d-investigarions imenses. I, a e,e tnontre que ,a 
g*coprot«„e d-eave,o P pe du Vm . un oligom , re ^ ^ 
ex,race,,u,a,re, ,a gp ,20, er d'un d om ai„e .raasmembranaire >a gP 4, (G a,,aher et a, AIDS 

Research & Human Retroviruses 1U2Y 191 -20? iqqcv t 

K > iy 1 2U2 > 1995 >- Leonard et al ont montre que la 
g P 160 comprenait 20 residus cysteine formant 10 ponts disulfides. 

Differentes approches visant a 1'obtention d'anticorps neutralisant les isolats 
pn mai res du VIH ont ete proposees mais aucune n'a apporte de so.ution reeUement 
satisfaisante. 

25 Pa™ e, al. on, mis ea evidence uae eon-ehtioa entre Pobten.ioa d'anticorps 

pouvaa, „e„,ra,iser „, ."infecion de ce„u,es par ,e VIH et ,a nature o.i g on,e riq ue de 
a gp.20 (I of Viroiogy, 72, 35,2-35,9, ,99S). D'au.re par,, Ear, e, a, on, montre q ue 
des anuoorps spec ifiq ues de ,a strueture o,i g ome riq ue de ,a g p,60 peaven, etre generes 

30 ZZZT ^ ftit 4 U " C ° mre ,,infeCti °" * — * «*■« P- ^ 

3X) VIH(PNAS 87, 648-652, 1990). 

Phrsieurs au.eurs on, propose de modifier ,a structure de ,a g p,60 dans ,e bu, 
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de liaison du VIH et de fusion des membranes cellulaires et/ou d'exposer des epitopes 
initialement caches. 

A. Benjouad et al (J. Virology, p 2473-2483, 1992) ont propose l'utilisation 
d'une gpl60 deglycosylee par voie enzymatique pour induire des anticorps neutralisants. 
Les resultats obtenus montrent que les anticorps issus d'antiserums produits centre une 
gpl60 desialylee neutralisent le pouvoir infectieux du VIH-1 (TCLA) et inhibent la 
formation de syncytium entre les cellules infectees par le VIH-1 et les cellules CD4+ 
non-infectees. 

R.A.LaCasse et al (Science, 283 : 357-362, 15/01/1999) ont decrit la preparation 
d'un vaccin comprenant des cellules entieres fixees au formaldehyde qui reproduirait la 
structure transitoire proteine d'enveloppe/CD4/co-recepteur presente au cours de 
l'infection par le HIV. L'utilisation d'une telle preparation conduirait dans un modele de 
souris transgenique a la neutralisation de nombreux isolats primaires du VTH. La 
reproduction de cette experience n'a pas pu etre realisee. 

Les reponses en anticorps neutralisants, telles que decrites dans Fart anterieur 
mentionne ci-dessus, ont pour inconvenient d'etre soit specifiques d'un serotype donne, 
soit d'etre incapables de conduire a la neutralisation des isolats primaires du VIH. Du fait 
de la tres grande variabilis genetique du virus du SIDA de telles reponses immunities 
presentent done peu, voire pas d'interet d'un point de vue vaccinal. 

II existe done un besoin pour un vaccin capable d 'induire une immunite 
neutralisante contre les isolats primaires du VIH. 

La demanderesse a mis en evidence de facon surprenante qu'une glycoprotein 
d'enveloppe du VIH modifiee chimiquement permettait d'atteindre cet objectif. 

La presente invention concerne done une glycoproteine d'enveloppe du VIH sous 
forme purifiee susceptible d'etre obtenue par un procede comprenant les etapes 
suivantes : 

(1) obtention d'une glycoproteine d'enveloppe sous forme purifiee, 

(2) reduction d'au moins un pont disulfure de la glycoproteine de l'etape (1), 

(3) alkylation d'au moins deux groupes sulfhydryls libres, 

(4) eventuellement oxydation des groupes sulfhydryls libres restants 

(5) denaturation et 

(6) renaturation. 
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Selon un mode de realisation particulier la glycoprotein (1) est sous forme 
dimenque et correspond de preference a une g P 160MN/LAI. Selon un mode de 
realisation particulier Tetape (2) est mise en cuvre par addition d'un agent reducteur 
selon un rapport molaire (moles d'agent reducteur) /(moles de groupes sulfhydryls) de 1 
a 500 fois. 

Selon un autre mode de realisation particulier 1'etape (3) est mise en oeuvre 
par addition d'un agent alkylant selon un rapport molaire (moles d'agent alkylant) 
/(moles de groupes sulfhydryls) de 1 a 1000. Selon un mode de realisation particulier 
on unhse comme agent alkylant le NEM selon un rapport molaire (moles de NEM) 
/(moles de groupes sulfhydryls) de 1 a 100, de preference 10. 

Selon un autre aspect, la presente invention concerne une composition 
comprenant un melange de proteines modifies chimiquement telles que definies ci- 
dessus. 

Selon un autre aspect, la presente invention est relative a un anticorps dirige 
contre une glycoprotein d'enveloppe modifiee chimiquement telle que definie ci-dessus ; 
cet anticorps etant de preference monoclonal. 

Selon un quatrieme aspect, la presente invention a pour objet un vaccin contre le 
VIH comprenant : 

(a) Une glycoprotein d'enveloppe modifiee chimiquement telle que definie ci- 
dessus ou une composition telle que definie ci-dessus, ou un anticorps tel que 
defini ci-dessus ou un melange de ces anticorps, 

(b) un support ou diluant pharmaceutiquement acceptable et 

(c) eventuellement un adjuvant ou melange d 'adjuvants. 

Selon un mode de realisation particulier, le vaccin selon Invention est utilise pour 
mduire des anticorps neutralisants le VIH chez un sujet humain a titre therapeutique ou 
prophylactique. 

Selon un autre aspect, la presente invention concerne une methode de diagnostic 
comprenant la mise en contact d'un fluide biologique avec un anticorps tel que defini ci- 
dessus et la determination des complexes immuns ainsi formes. 

Les autres caracteristiques et avantages de la presente invention apparaftront dans 
la description detaillee qui suit. 



10 



30 



W ° 01/49720 PCT/FROO/03690 



Par « glycoprotein d'enveloppe» on entend dans le cadre de la presente 
invention une proteine glycosylee gpl60, gp 120 ou gp 140. La proteine d'enveloppe est 
sous forme monomerique, dimerique ou multimerique, elle sera de preference sous forme 
dimerique. Cette proteine d'enveloppe pouvant etre une proteine recombinante ou non 
et peut egalement etre constitute d'une proteine hybride ; le terme hybride etant utilise 
ici dans son acceptation classique a savoir une proteine comprenant des sequences 
provenant de proteines d'enveloppe de differentes souches de virus adaptees en 
laboratoire ou <f isolats primaires du V3H. Les proteines d'enveloppe dont la sequence 
en acides amines duTere de celle de la proteine native par des mutation(s), deletions), 
insertion(s), ou substitution(s) d'acide(s) amine(s) sont egalement indues dans la 
definition ci-dessus pour autant que ces modifications n'aboJissent pas la formation 
d'anticorps susceptibles de neutraliser des isolats primaires du VM Cette caracteristique 
est aisement determinable a l'aide des tests fournis dans la presente demande. On utilise 
de preference dans le cadre de la presente invention la gpl60MN/LAI telle que decrite 
15 dans Pexemple 1 ci-dessous ; 

La glycoprotein d'enveloppe de l'etape (1) est utilisee sous une forme isolee 
substantiellement purifiee. On entend par proteine isolee et substantiellement purifiee, 
une proteine presentant un taux de purete d'au moins 75% , de preference d'au moins 
80% , tel que determine par la methode d'electrophorese sur gel d'acrylamide (SDS 
PAGE) (LAEMMLI U.K. 1970. Nature 27 : 680-685.) et analyse par densitometry II 
est fait reference dans la presente demande a une telle proteine sous le terme de 
« proteine sous forme purifiee ». Divers procedes de purification de la proteine 
d'enveloppe du VIH, naturelle ou recombinant^ ont ete decrits dans la litterature. On 
peut se reporter par exemple aux articles de Pialoux et al (Aids Res. Hum. Retr., 11, 
373-381, 1995) et de Sakmon-Ceron et al (Aids Res. Hum. Retr., 12, 1479-1486, 1995) 
ou encore au texte WO91/13906. 

En ce qui conceme les proteines recombinantes, il faut noter que les 
glycoproteins ainsi purifiees presentent des ponts disulfides inter-chaines, quel que soit 
la nature de l'hote ou du vecteur utilise. Les glycoproteines s'associent ainsi en partie en 
dimeres covalents visibles sur gel SDS PAGE. (Owens RJ. Compans RW. Virology, 1 79 
(2) : 827-833, DEC. 1990) 
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La glycoprotein d'enveloppe sous forme purifiee est soumise dans un premier 
temps a u„e etape de reduction partielle ou totale des ponts disu.fi.res intia-chata et/ou 
mter-chaines dans laquelle au moins un port disulfure est rdduit. 

L'etape de reduction est realisee par reaction de la glycoprotein d'enveloppe de 
i'etape (!) avec un agent reducteur, a temperature ambiante et sous agitation douce 
L'agent reducteur pent etre choisi pa™ Ies molecules de dithiothrtitol (DTT) beta 
mercaptoethanol, glutathion redui, e, borobydntre de sodium, par exemp.e. La quantite 
d'agen, reduceur, exprimee par .e rapport molaire (moles d'agen, reducteur)/ (moles de 
groupes sulfhydry^varie entre . et 0,5.I0< et correspond de preference a un rapport 
10 molaire de 50. La reduction est miseen omvre a un pH basique de 7 a ,0, de preference a 
un pH de 7,8. Le controle de la valeur du pH est obtenu par faddition d'un tampon tou, 
tampon approprie pour ce faire pen, etre utilise. On utilise de preference un tampon 
Phosphate de sodium. A titre indicatif dans le cas du DTT, la reaction es, mise en 
oeuvre pendant environ 15 minutes, le rapport molaire moles de DTT/moles de SH utilise 
15 est de 1 a 0,5 1 0* et de preference de 50 fois. 

La duree de la reaction de reduction est variable e, depend du rapport molaire e. 
de l'agent reducteur choisis. 

Les conditions de la reaction de reduction permettant la reduction d'au moins un 
pom d.sufiure son, aisemen, determinables par I'homme du metier a partir de 

10 fensetgnemen. fourni ici. La reduction peu, etre controlee par analyse SDS PAGE dans 
la mesure ou la reduction des ponts disulfides interchames transforme les dimeres en 
monomeres. Des controles plus fins de cette reduction son, possibles par utilisation de 
N-ethyl-maleimide (NEM) marque au "C ou plus simplemen. par .'utilisation d'un dosage 
colonmetnque base sur I'acide dithio-nitro-benzoique (DTNB). 

5 Les groupes sulfltydryls fibres ainsi obtenus son, ensuite soumis a une reaction 

d'alkylation dans laquelle le produi, de l'etape (2) reagi, avec un agen, alkylan,. 

On emend par agen, alkylan, dans le cadre de la presente invention ,ou, reactif 
capable de reagir specifiquemen, avec .es groupes -SH pour donner une liaison 
covalente. A ti,re i„us,ra,if, on peu, ci.er : N-e,hy,-ma,eimide, iodo-ace,amide U 

3 quan,i,e d'agen, alkylan, utiUaee, exprimee par ,e rapport molaire (moles d'agen, 
alKylan,)/(moles de groupes sulfydryls) es, de I a 100 fois, de preference de 10 a 
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100 fois. H est necessaire de veiller a avoir un exces d'agent alkylant par rapport a l'agent 
reducteur pour neutraliser Taction de ce dernier. 

La reaction d'alkylation est mise en oeuvre a un pH de 6 a 8, de preference a 
unpH de 7, a temperature ambiante. Le controle de la valeur du pH est obtenu par 
5 1'addition d'un tampon ; tout tampon approprie pour ce faire peut etre utilise. On utilise 
de preference un tampon phosphate de sodium. 

Les conditions de la reaction d'alkylation permettant 1'alkylation d'au moins deux 
groupes -SH sont aisement determinables par l'homme du metier a partir de 
Tenseignement fourni ici. L'alkylation peut etre controlee par 1'utilisation de 14 C-NEM 
1 0 comme cela est decrit ci-dessous dans les exemples. 

Le produit issu de l'etape (3) peut etre soumis a une etape d'oxydation au cours 
de laquelle les groupes sulfhydryls libres restants sont oxydes en presence d'un agent 
oxydant. Si des groupes sulfhydryls libres sont encore presents a Tissue de l'etape (3), on 
realise de preference une etape d'oxydation avant l'etape de denaturation. 

On entend dans le cadre de la presente invention par agent oxydant toute 
molecule liee par ponts disulfides comme le glutathion oxyde ou la cystine mais il peut 
s'agir egalement d'autres molecules comme les quinones, l'oxygene, etc. A titre illustratif 
on peut citer le melange glutathion reduit/glutathion oxyde. Dans ce melange, le 
glutathion reduit permet aux ponts disulfides de se dissocier pour se reassocier dans un 
20 etat thermodynamique plus stable. 

La reaction d'oxydation est mise en oeuvre a un pH de 7 a 9 de preference a 
pH7,8, a une temperature de 4 a 25°C. L'agent oxydant est utilise selon un rapport 
molaire (moles d'agent oxydant)/( moles de groupes sulfhydryls) de 50 a 5000, de 
preference de 500. A titre illustratif, dans le cas de 1'utilisation du melange glutathion 
reduit/glutathion oxyde, la reaction est mise en oeuvre avec un taux de glutathion oxyde 
de 1 a 1000 fois superieur au taux de glutathion reduit. Par exemple un rapport de 500 
molecules de glutathion oxyde par mole de gpl60MN/LAI peut etre avantageusement 
utilise. 

La duree de l'etape d'oxydation peut varier entre 5 minutes et 24 heures et 
30 correspond de preference a 30 minutes. Les conditions de la reaction d'oxydation 
permettant l'oxydation des groupes sulfhydryls libres sont aisement determinables par 
l'homme du metier a partir de I'enseignement fourni ici. L'oxydation peut etre controlee 
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par u„ Pr „^ simiIaire 4 ^ ^ ^ b ^ fc ^ 
b.enauxcontr61esposilifedutest. 

Uproduhissude.'e.ape (3) ou (4) as, ensuite d&)atur , faction dW ou de 

2T7 gen f d< ~ (S) * - * * (poidsM,,) de fa.cn 

5 mod*, «a Conxion de ,a gl ycopro,ei„e. Pour „ faire „„ * 

d 7 ' ' i,re fllUStra,if ^ d<,er8en,S * = '« -,s de 

dodecy, sulfate, notammen, ,e dodecy, su „a,e de sod ium (SDS) ou de Mum, Ies sels 

d^adfoaucci naMde^parex^eX.ea^de^^lt 
cm exemp.e), DTAB , ,es se.s de ee.y.pyHdi*™, (de chlore , par J N . 

dodecyl- „u N-.e.radecyl-suifobetame, les zwit.ergenfs 3-.4 e, ,e 3 «3 
cho,a™dop r opy l) .d im , llly , amino] . 1 „ ^ ' " 

it ™ : ,e ™- ,e ™- ,,o ^« - ? 

IvcT " ********** " ^oy-N-^-g.ueaa.de, ,e polyetny,^ 
g» oMaury^er, -e «U» X.00®, ,e Lubro, FX®, par example. A ti.re illusion 
c er comma agen, c„aotrop iq ue utilisaWe dans ,e cadre de ,a presente invention 
1 uree, la guanidine, le thiocyanate de sodium. 

On utilise de preference dans le cadre de ,a presente invention le SDS en 
particulrer a une concentration de 0, 1% (poids/vol.). 

La reaction de denaturation es, mise en teuvre a pH neutre ou alcalin a ,a 
temperature ambiante. 

Les conditions de la reaction de denaturation _„« des modifications 
confonrtauonneues de la molecule son, aisemen, determinates par ,„omme du metier . 
parttr de IWignemen, foumi ici. La denau.ra.ion pen, etre con.r6.ee par mesure 
pe trophotometrmue en mesuran, Pabsorbance des residua tyrosine, phenylalanine e, 
tryptophane de la molecule ou par dichroisme circulaire 

^glycoprotein ainsi denaturee es, ensuite soumise a une etape de re„a,ura,ion 

d tergen, de preference un rampon P hos P ba,e con,e„a„, du chlorure de sodium (PBS) 

de !rr e de dia,yse est faciiemem a — < - — 

des age„,s oxydants residues ou P ar HPLC en mo„,ra„, ,a dis P ari,i„„ de certains real 
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servant a la fabrication de 1'antigene. A litre illustratif, la dialyse peut etre effectuee en 
une nuit a temperature ambiante, sous agitation douce, contre un tampon PBS. 
Selon un mode de realisation prefere, la gpl60MN/LAI sous forme purifiee (1) est 
modifiee chimiquement par un precede comprenant les etapes de : (2) reduction par 
incubation avec du DTT selon un rapport molaire (moles de DTT) /(moles de groupes 
SH) de50a un pH de 7, pendant une duree d'environ 15 minutes a la temperature 
ambiante, (3) alkylation par incubation avec du NEM selon un rapport molaire (moles de 
NEM)/(moIes de groupes SH) delO a un pH de 7, pendant une duree d'environ 
15 minutes, a la temperature ambiante, (4) oxydation par incubation du produif de 
l'etape (3) avec un melange glutathion reduit/glutathion oxyde selon un rapport 
molaire(moles de glutathion oxyde)/(moles de groupes SH) de 500 avec un rapport 
glutathion reduit/glutathion oxyde de 10, a un pH de 7,8 pendant une duree d'environ 30 
minutes, (5) denaturation du produit de l'etape 4 par incubation avec 0,1% de SDS 
(poids/vol.) pendant une duree d'environ 15 minutes et a un pH de 7,8 , puis (6) 

renaturation par dialyse contre du tampon PBS pendant la duree d'une nuit a la 
temperature ambiante. 

Selon un autre aspect, la presente invention concerne une composition 
comprenant un melange de glycoproteines chimiquement modifiees telles que definies ci- 
dessus. Dans un tel cas de figure, ces glycoproteines modifiees chimiquement peuvent se 
differentier par exemple par la nature de la glycoproteine d'enveloppe constitutive (par 
ex. les glycoproteines provenant de differentes souches ou isolats primaires, certaines 
pouvant correspondre egalement a des proteines hybrides) ou par leur precede de 
preparation ; les parametres de ce dernier pouvant varier, tels que la concentration et la 
nature des reactifs. Tout melange envisageable comprenant une ou plusieurs 
glycoproteine(s) d'enveloppe modifiee(s) chimiquement est inclus dans la portee de la 
presente invention. 

La presente invention a egalement pour objet les anticorps diriges contre les 
glycoproteines d'enveloppe modifiees chimiquement telles que decrites ci-dessus. La 
preparation de tels anticorps est mise en ceuvre par les techniques classiques d'obtention 
d'anticorps polyclonaux et monoclonaux (Kohler G et al European Journal of 
Immunology. 6(7): 5 11-9, 1976 Jul). 



Le vaccin sefon la pr e se „ t e i„ vemion peut donc 
g .y«„e d'enveloppe m odifiee ou u„ ra , lanRe de ^ * 

I" glycoprotein d'envelopne modify * • ^ de 

nveioppe modifiee chuniguement tel que defini ci-dessus 

27 ,om " ianse *■*■* - Cot: 

2:;.^ 7 - 8 '«ne d, nV e,oppe mim ^ 

La q ua„«i,e de gly co prot , ine d > enveloppe modifi fc 
on h « invention d6pe „ d de norabrm ^ - 

de , art, t e,s que ,a „a ture de ,a gly « ne modife £ 
" admimStra, ' 0n « "« de " — i -iter (poids, age, e,a, * q 1 e,c I 
— er des lsolatS p nmaires du m ea ,, duhe ^ P 

I ; ^ - * — peuven, e g a,e m e nt „ un ^ 

«e fin On P eu, oer a „< re d'e*e mpl e ,es se ,s d'aiunuuiun, tels que Phydr0 
d ° U ' e Bes a g e„, s a„« res J^ I 

30 - siq rj u tr::r :r on peuveM * re - - — 

™ e de d m - Classiquement Ies antieenes <nnt ™au ■ 
-pport ou diluan, phannaceuti^en, acceo.ab.e , 

tamponnee au phospha,e Le *" " °" S0 ' Uti ° n Sa, '° e 

phospha,e. Le support ou diluan, va e.re sefectionne en fonction de ,a 
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fonne galenique choisie, du mode et de la voie d 'administration ainsi que de la pratique 
pharmaceutique. Les supports ou diluants appropries ainsi que les exigences en matiere 
de formulation pharmaceutique sont decrits en details dans Remington's Pharmaceutical 
Sciences, representant un ouvrage de reference dans ce domaine. 

Les vaccins mentionnes ci-dessus peuvent etre administres par toute voie 
classique, habituellement utilisee dans le domaine des vaccins, telle que la voie 
parenteral (intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee, etc.). L'administration peut 
etre realisee par l'injection d'une dose unique ou de doses repetees, par exemple a JO, a 1 
mois, a 3 mois, a 6 mois et a 12 mois. On utilisera de preference les injections a JO , a 
1 mois et a 3 mois. 

La presente invention entend egalement couvrir une glycoproteine d'enveloppe 
modifiee chimiquement telle que definie ci-dessus et le vaccin contenant une telle 
glycoproteine ou melange de telles glycoproteines pour leur utilisation pour induire des 
anticorps neutralisant des isolats primaires du VIH. 

La demanderesse a mis en evidence de facon surprenante que les glycoproteines 
d'enveloppe modifiees chimiquement selon l'invention etaient capables apres 
administration d'induire des anticorps susceptibles de neutraliser des isolats primaires du 
VIH. Ces antigenes representent done des candidats de valeur pour 1'elaboration d'un 
vaccin utilisable pour la protection et/ou le traitement d'un grand nombre, voire la 
totalite des sujets a risques ou infectes par le VIH. 

La presente invention va etre decrite de facon plus detaillee dans les exemples qui 

suivent. 

Les exemples decrits ci-dessous sont donnes a titre purement illustratif de 
Tinvention et ne peuvent en aucun cas etre considers comme limitant la portee de cette 
derniere. A des fins de clarte, les exemples sont limites a des glycoproteines d'enveloppe 
modifiees chimiquement constituees de gpl60MN/LAI. 

Exemple 1 Preparation de la glycoproteine gpl60MN/LAI 

La glycoproteine gpl60MN/LAJ est une glycoproteine soluble hybride dans 
laquelle la sous-unite gp!20 derive du V1H-1 MN et la sous-unite gp41 derive de 1'isolat 
LAI. Les sequences d'ADN correspondant a ces deux composants sont fusionnes a 1'aide 



— ... iiiuumc m a sequence en acides amines de la gpl20 
" ^ de 13 8P41 - U P^ 0 " ^ cette proteine est decrite ei-dessous 

^-^ampourlagp^o^estampfineeparPCRapanirdescellules 
SupT. .nfeetees par ,e VtH-MN, a .'aide d'oligonucleotides imroduisan, les si.es de 
reasons SphI e« Sma, respective* immedia.emen. en ava, de .a sequence codan, 
pour le peptide leader e, en amont des sites de clivage localises entre la gp,20 e. la gp4, 
La sequence codan. pour la sous-unite gP 4, es, produite de la faoon Suiv a»,e • ,a 
sequence complete codan, pour la proteine env du VIHl-LAI es, placee sous le contrfle 
du promoteur pH5R du virus de ,a vaccine. P,u s ieurs modifications son, i„ troduites dans 
ce„e reg,o„ codante. Un she de resection SphI es, cree immediate* en aval de la 
sequence codan, pour le peptide leader, sans deration de ,a slquence des acides amine* 
Un sue de restriction Sma I es, cree immediatemen, en amon, de ,a sequence codan, pour 
les sues de cfivage shuees entre gpl20 e, gp41, sans alteration de ,a sequence en acides 
am,ne s . Les deux sites de clivage en position 507-5,6 (acides amines numerous selon la 
methode de Myers e, al, decrite dans Human re,rovin,ses and AIDS (1994) Lo s Mamos 
Nafonal Lab. (USA)) on, ete mu.es (i.e. la sequence d'origine KRR rekr a ete 
ntu.ee en QNH ... QEHN). La sequence codan, pour le peptide hydrophobe 
transmembranaire 1HMIVGGLVGLRIVFAVLSIV (i.e. acides amine, 689-7,0 selon 

20 a ' 3 " "** k SeC ° nd E dC h *"«~ "*« P- 

PEGIEE a ete remplace par un codon stop (i.e. acides amines 735-740 selon Myers e, al 

(supra)), con-espondan. au 29^ aeide amine du domaine in.racytoplasmique 

Le plasmide dans !equel la sequence LAI es, inseree entre les regions hornolog.es 
du gene TK du vfrus de la vaccine es, coupe par SphI e, SmaI puis ligature avec la 
sequence de ,a gp,20MN. Le vfrus WTG9150 es, ensui.e consu.it par une 
recombinaison homologue classique. 

Le veceur recombinan, du virus de la vaccine, WTG9150, ainsi produi, es, 
u„l.se pour ,a production de la gp.60MN/LAI. Pour ce faire, le veceur es, propage sur 
des cellules BHK21. La gp,60 MNA.AI es, produi.e sur cellules BHK21 infeCees 
pendant 72 heures par le vin,s de la vaccine re combina„,e WTG9150. Apres cuhure en 
3Q b,ogenera,eu, ,e sumagean, es, recol.e, fihre e, uhrafihre pour donner la recol.e 
coneentree. La purification se deroule en trois e,apes. Certains con,ami„a„« s de ,a gp,60 
MN/LA, son, fi X es sur une colonne echangeuse d-anions. La fraction non fix. es, 
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chromatographiee sur colonne d'immunoaffinite a I'aide d'un anticoips monoclonal. 
Apres elution, la gpl60 MN/LAI est dessalee par chromatographie de filtration sur gel 
en tampon PBS. Pour inactiver la vaccine residuelle, la glycoproteine est chauffee a 60°C 
pendant 1 heure avant d'etre filtree pour donner 1'antigene purifie. 

La concentration de la gp!60 MN/LAI utilisee pour la preparation des proteines 
modifiees chimiquement est de 1 mg/ml de proteines (determinee par dosage 
colorimetrique kit BCA Pierce™) et sa purete de 77% (determinee par electrophorese 
SDS PAGE et analyse par densitometrie optique a I'aide du ScannerGS700 de Biorad™). 
La glycoproteine est dans un tampon phosphate de composition suivante : NaCl 137 
mM; KC1 2,7 mM ; Na 2 HP0 4 6,5 mM ; KH 2 P0 4 1,5 mM ; pH 7,4 (PBS). La 
gpl60MN/LAI ainsi obtenue, presente un poids moleculaire de~140kD en SDS-PAGE. 

Exemple 2 : Preparation de glycoproteines modifiees chimiquement selon 
l'invention 

A partir de 172 ul de gpl60 purifiee (lmg/ml) on ajoute 21 ul de tampon 1M 
phosphate de sodium pH7,8 ; 2 ul d'eau distillee et 19,5 ul de dithiothreitol 50 mM 
(DTT), on agite au vortex pendant 15 s, et on incube 15 min a 25°C. On ajoute 16 ul de 
tampon phosphate de sodium 1M (NaH2P04) pour abaisser le pH a 7, puis on bloque les 
groupes sulfhydryls par addition de 14 pi de N-ethyl-maleimide (NEM) lOOmM, on 
incube pendant 15 min a 25°C. On reoxyde les groupes sulfhydryls par addition de 
tampon phosphate de sodium a pH 7,8 et on ajoute un melange de 4,8 ul de glutathion 
reduit a 150 mM, et 71,6 pi de glutathion oxyde a 100 mM, on incube pendant 30 min a 
25°C. On dissocie ensuite les dimeres de gpl60 par addition de 12 pi de dodecyl sulfate 
de sodium (SDS) a 3%. On place l'echantillon dans une cassette de dialyse d'une 
capacite de 3 ml centre 1000 volumes de tampon PBS (sans detergent). On effectue la 
dialyse pendant la nuit a temperature ambiante sous agitation douce. Les gp!60 ainsi 
traitees se retrouvent sous forme de monomeres et dimeres. La proteine ainsi obtenue est 
nommee B A29. 

En suivant le mode operatoire tel que decrit ci-dessus dans lequel le pH de 7 de 
l'etape d'alkylation par le NEM est remplace par un pH de 7,8, on prepare une 
glycoproteine BA29(7.8). 
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L'analyse SDS PAGE en condition reductrice (DTT) obtenue avec la gpl60 
d.alysee, at fixee le cas echeant par Pagent de pontage bi-fonctionnnel ethylene-glycol- 
b.s-succinimidyl-succinate (EGS) montre la presence de monomeres et de dimeres dans 
la solution de gpl 60 dialysee. 

EX6mple de glycoproteins modifiees chimiquement avec 

variation de la concentration en agent alkylant. 

Pour determiner le role de 1'agent alkylant qui est utilise pour la preparation des 
protemes selon 1'invention, plusieurs glycoproteines modifiees chimiquement ont ete 
preparees en presence de differentes concentrations en agent alkylant. 

La preparation BA53 est realisee selon le precede decrit dans 1'exemple 2 pour le 
BA29 dans lequel le NEM a ete omis. 

La preparation BA55 est realisee selon le precede decrit dans 1'exemple 2 pour le 
BA29 dans lequel la concentration en NEM utilisee est ,0 fois inferieure a celle indiquee 
* > a exemple 2. La preparation BA56 est realisee selon le precede decrit dans Pexemple 2 
pour le BA29 dans lequel la concentration en NEM utilisee est 10 fois superieure a celle 
indiquee a Fexemple 2. 

Ce s amigenes on, etc prepares en parallele pour etre injec.es aux animaux e, pour 
une mesure biochimi q „e de ,a q uan,i,e de NEM fixe par molecule de gp,60. Pour eela .e 
NEM mar q ue au "C a etc utilise. Environ 4MBq de "C NEM on, etc ajoute par mM de 
NEM non radioae,if. La radioactivite mesuree es, alors direo,eme„, proportionnelle a la 
concentration de NEM. II a M verifie au cours de ,'e.ape finale de dia< y se „ue 
lehmtnation du NEM radioae,if etai, bien fai.e de f at on exhaustive e, q ue seule la 
rad,oao,,v,,e fixee de maniere cova.eme a la proteine subsist*, dans rechamillon 

25 De, aliquo.es des amigenes fabriuues selon les differen.s protocols on. alors e.e 

Places dans les fioles a scin.iHa.ion e. ,e rayonnemen, p emis par ,a dcsin.egra.ion des 
a.omes de C a e.e enregiscre pendan. une minute. Les comptages de la radioactivite 
son, d,rec,e m en, proportionnels a la quantite de NEM fixe. Connaissan, , a qua „, it e de 
gpl60 presente dans cha q ue ali qu ote, le rappot, du „o m brc de mdecule dc NEM par 

30, molecule de gp 1 60 a pu etre etabli. 

Les resultats obtenus ra on.re„, q ue la gp,60 non reduitc ne peu, pas fixer de 
NEM (tenroin). La gp,60 trai.ee selon IWention (BA29) fixe 8 molecules de NEM par 
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nto.ecu.e d= gp,60. Par consequent , U y a au moins 4 poms disuIfilres modi(i& 4 
Itoeneur de ee, antigene. U a etc ntontre que Utilisation dtae concentration de NEM 
d,x fois ntoindre (BA55) peratettai, de „e fixer .e NEM que sur 2 (1,6 a 1,8) sundry,* 
par molecule de gp.60. II es, possible quun seul pom disulfide soh modifie a fimerieur 
■ de cot antigene. H a ete tnontre que .utilisation dune concentration de NEM dix fois 
superieure CBA56) abolissait les proprietes immunologiques de la molecule. 

Analyse de Hnununogenicite Chez lc cobaye des glycoproteines 
modifiees chimiquement 

Formulation des p lycoproteines modjfiees -himiquement 

Les glycoproteines modifiees chimiquement sont diluees sterilement en milieu 
stabihsateur puis adsorbees sur du phosphate dominium. Le melange stabilisant est 
compose d'un melange d'acides amines et de milieu "Dulbecco's Modified Eagle 
Medium" DMEM-F12 (Gibco, France). Les glycoproteines modifiees chimiquement 
preparees dans les exemples 2-4 (BA29, BA29(7.8), BA52, BA53 et BA55 et BA56) 
sont diluees dans le melange stabihsateur avant qu'un volume egal de phosphate 
d'alummium a 6,3 mg/ml en PBS soit ajoute a ce melange. 

Les glycoproteines modifiees chimiquement nommees BA53 et BA52 sont 
obtenues par utilisation du precede decrit dans Pexemple 2 pour le BA29 dans leque. 
1'etape delation par le NEM a ete supprimee (preparation BA53) ; ou Petape de 
denaturation par le SDS a ete supprimee (preparation BA52) . 
Immun isations 

Pour chaque glycoproteine modifiee chimiquement, on utilise un groupe de 5 cobayes 
femelle albinos Dunkin-Hartley (Charles River) de 400 g. Chaque cobaye recoit 5ug 
d'anugene par voie intramusculaire, dans les cuisses droite et gauche (0,5 ml dans chaque 
cmsse) a Jl et a J29. Un volume de 3 ml de sang est preleve par ponction cardiaque sous 
anesthes.e aux jours -1, 28 et 56 (saignee finale environ 30 mi). 
Tin-ages des se nim S _p J |rJaJSA^^ MN/T.AT 

Les serums des cobayes ainsi obtenus ont ete analyses par dosage ELISA contre 
la gP 160 MN/LA1 native. La gp l60 MN/LAI est immobilisee sur ,a phase solide a raison 
de 130 ng par cupu.e pendant 1 heure a 37°C. La plaque est videe puis saturee par un 
tampon PBS, Tween 20 0, , % untenant 5°/„ de .ait ecreme en poudre. Chaque serum est 
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dilue sur la plaque selon des dilutions seriees de raison 3, entre l/100 e et l/100000 e selon 
les cas, en tampon de saturation et incube pendant 1 heure 30 a 37°C. 

Un anticorps de lapin anti-cobaye (Sigma, St Louis) couple a la peroxydase, dilue 
au l/3000 e , permet de reveler la presence d'anticorps specifiques de la gpl60MN/LAI. 
Les titres sont calcules automatiquement par le lecteur a partir de la densite optique lue 
et de la droite obtenue avec un serum etalon. Les valeurs moyennes du titre des 
immunoglobulines specifiques de la gpl60 MN/LAI pour chaque groupe de cobayes sont 
comprises entre 10. 5 et 10. 6 . 

Le groupe temoin injecte avec de la gpl60 MN/LAI non traitee est identifie sous 
le code BA1. Les preparations BA55 et BA29 induisent des anticorps specifiques; le 
BA29 conduisant a un titre superieur a 5.10 5 . Aucun anticorps specifique de la gpl60 
MN/LAI n'a ete detecte dans les serums pre immuns. 

Ces resultats montrent clairement que les glycoproteines modifiees chimiquement 
selon la presente invention sont capables d'induire des anticorps reconnaissant 
specifiquement la glycoprotein d'enveloppe du VfflL 

Exemple 5 : Test de neutralisation des isolats primaires de VIH 
Les tests de neutralisation des isolats primaires de VIH ont ete mis en oeuvre sur les 
isolats Bxl7 et T051 par utilisation de la methode de C. Moog et al, telle que decrite 
dans AIDS Res. Hum. Retroviruses, 1997, 13, 19-27 dont l'integralite est incorporee ici 
a titre de reference. 

Ce test a ete mis en oeuvre contre plusieurs isolats primaires de VIH-1; seuls les resultats 
obtenus avec 1' isolats Bxl7 et T05 1 sont detailles ici. 

Les resultats obtenus montrent clairement que les glycoproteines modifiees 
chimiquement selon la presente invention sont superieures aux glycoproteines non 
traitees ou soumises a des traitements differents et permettent la neutralisation d'isolats 
primaires du virus bien qu'elles soient obtenues a partir d' une gpl60 isolee a partir d'une 
souche adaptee en laboratoire (TCLA). On peut dans ces conditions raisonnablement 
penser que les melanges de glycoproteines modifiees chimiquement selon l'invention 
puissent conduirent a la neutralisation de nombreux isolats primaires du VIH. 
Les resultats obtenus sont resumes dans le tableau 1 page suivante : 
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Tableau 1 : titre de neutralisation des isolats 
inverse de la dilution 



primaires des virus HIV1, exprimes en 



Les chiffres indiquent 1'inverse de la dilution du 
ete observee. 



Serums 


Bxl7 


T051 


! BA1 


NN 


NN 


BA29 


7 


10 


BA52 


NN 


NN 


BA53 


NN 


Non determine 


BA55 


10 


Non determine 


BA56 


NN 


Non determine 



serum pour iaquelle, une neutralisation a 



10 



Conclusions 

Les antigenes selon la presente invention sont fabriques a partir d'une gpl60MN/LAI, 
d'un virus VIH-1 adapte en laboratoire. Cependant ces antigenes permettent d'induire 
chez 1-animal immunise une reponse humorale capable de neutraliser des isolats primaires 
du virus VIH-1, ce qui constitue un progres par rapport aux connaissances actuelles sur 
ce sujet. 
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Revendications 

1- Une glycoprotein d'enveloppe du VBH sous forme purifiee susceptible d'etre 
obtenue par un precede comprenant les etapes suivantes : 

(1) obtention d'une glycoproteine d'enveloppe sous forme purifiee, 

(2) reduction d'au moins un pont disulfure de la glycoproteine de I'etape (I), 

(3) alkylation d'au moins deux groupes sulfhydryls fibres, 

(4) eventuellement oxydation des groupes sulfhydryls Iibres restants 

(5) denaturation et 

(6) renaturation. 

2- La glycoproteine selon la revendication 1 dans laquelle, la glycoproteine (1) 
est sous forme dimerique. 

3- La glycoproteine selon la revendication 2 dans laquelle la glycoproteine de 
I'etape (1) est une gpl60MN/LAI. 

4- La glycoproteine selon Tune quelconque des revendications 1 a 3 dans laquelle 
I'etape (2) est mise en ceuvre par addition d'un agent reducteur selon un rapport molaire 
(moles d'agent reducteur) /(moles de groupes sulfhydryls) de 1 a 500 fois. 

5.- La glycoproteine selon la revendication 4 dans laquelle on utilise comme agent 
reducteur du DTT selon un rapport molaire (moles d'agent reducteur)/(moles de groupes 
sulfhydryls) de 50 fois. ~ * 

6- La glycoproteine selon Tune quelconque des revendications 1 a 3 dans laquelle 
I'etape (3) est mise en ceuvre par addition d'un agent alkylant selon un rapport molaire 
(moles d'agent alkylant) /(moles de groupes sulfhydryls) de 1 a 1000. 

7.- La glycoproteine selon la revendication 6 dans laquelle on utilise comme agent 
alkylant ,e NEM selon un rapport molaire (moles de NEM) /(moles de groupes 
sulfhydryls) de 1 a 100, de preference 10. 
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8. - La glycoproteine selon l'une quelconque des revendications 1 a 7 dans laquelle 
l'etape de denaturation est mise en ceuvre par addition d' un detergent ionique en une 
quantite de 0,1 a 5% (poids/vol), de preference du SDS en une quantite de 0,1 % 
(poids/vol). 

9. - La glycoprotein selon Tune quelconque des revendications 1 a 8 dans 
laquelle la gpl60MN/LAI sous forme purifiee (1) est modifiee chimiquement par : (2) 
reduction par incubation avec du DTT selon un rapport molaire (moles de DTT)/(moles 
de groupes SH) de 50 a un pH de 7, pendant une duree d'environ 15 minutes a la 
temperature ambiante, (3) alkylation par incubation avec du NEM selon un rapport 
molaire (moles de NEM)/(moles de groupes SH) de 10 a un pH de 7, pendant une duree 
d'environ 15 minutes, a la temperature ambiante, (4) oxydation par incubation du produit 
de l'etape (3) avec un melange glutathion reduit/glutathion oxyde selon un rapport 
molaire (moles de glutathion oxyde)/(moles de groupes SH) de 500 avec un rapport 
glutathion reduit/glutathion oxyde de 10, a un pH de 7,8 pendant une duree d'environ 30 
minutes, (5) denaturation du produit de l'etape 4 par incubation avec 0,1% de SDS 
(poids/vol.) pendant une duree d'environ 15 minutes et a un pH de 7,8 , puis (6) 

renaturation par dialyse contre du tampon PBS pendant la duree d'une nuit a la 
temperature ambiante. 

10. - Composition comprenanl un melange de glycoproteines selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 9. 

11. - Anticorps dirige contre la glycoproteine selon l'une quelconque des 
25 revendications 1 a 9. 

12 - Vaccin contre le VIH comprenant: 

(a) Une glycoproteine d'enveloppe modifiee chimiquement selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 9 ou une composition selon la 
30 revendication 10, ou un anticorps selon la revendication 1 1 ou un melange de 

ces anticorps, 



15 



20 



PCT/FROO/03690 

- 19- 

(b) un support ou diluant pharmaceutiquement acceptable et 

(c) eventuellement un adjuvant ou melange d'adjuvants. 

13- Le vaccin selon la revendication 12 comprenant une glycoprotein 
d enve,o PP e mediae element selon 1'une q ue,con q ue des revendi Jons i 2 Z 
une ^composition selon la revendication 10 pour son utilisation pour induire des anticorps 
neutrahsants le VIH che 2 un sujet humain a titre therapeutic ou prophylactic^ 
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